
Cryptogamie, Mycol. 1991, 12 (1): 25-45 26 

ETUDE ULTRASTRUCTURALE DE TUBER 
MELANOSPORUM VITT. EN CULTURE ISOLEE ET EN 
ASSOCIATION AVEC DES VITROPLANTS DE QUERCUS 

(�. ROBUR ET Q. PUBESCENS). 

Ammar BOUTEKRABT et Jean Claude PARGNEY 

Laboratoire de Biologie des Ligneux 
Université des Sciences de Nancy I. B.P. 239 

54506 Vandoeuvre les Nancy Cedex. 

RESUME - Le mycélium de Tuber melanosporum et les mycorhizes qu'il forme avec 
Quercus robur et O. pubescens ont fait l'objet d'une étude cytologique en microscopie 
électronique à balayage et à transmission. L'étude ultrastructurale des parois du 
champignon isolé et associé montre l'implication de la couche externe dans la consti- 
tution du ciment interhyphal. Des composés pariétaux issus des cellules corticales 
peuvent également s'incorporer au ciment qui sépare les deux symbiotes au niveau 
du réseau de Hartig. Les premiers stades de la mycorhization sont décrits, Des sub- 
stances tanifères sont alors abondamment produites et les cellules corticales semblent 
réagir comme dans le cas d'attaque parasitaire. Les bactéries associées au mycélium 
auraient un róle favorable dans la mycorhization. mbiose entre les deux parte- 
naires est limitée dans le temps car les cellules dégénérent rapidement; la mort de: 
cellules corticales précéde celle des hyphes. La mycorhization est assurée par la pro- 
duction d'hyphes libres à la surface des racines et par l'extension du système 
racinaire. 

ABSTRACT - T. melanosporum mycelia and their mycorhizae formed with Quercus 
robur and Q. pubescens were cytologically studied by both transmission and scanning 
electron microscopy. The ultrastructural study of the fungus walls when isolated or 
associated in mycorhizae demonstrated that the outer layer was implicated in inte- 
rhyphal matrix building. Wall components from cortical cells might also be incorpo- 
rated in the matrix which separates the two symbionts in the Hartig net. The first 
stages of mycorhization are described. Tannic substances were found to be produced 
in abundance and cortical cells seemed to react as in the case of a parasitic attack. 
The fact that bacteria are associated with the mycelium could suggest that they are 
beneficial for mycorhization. Symbiosis between the two symbionts is time limited 
since cells rapidiy degenerate; cortical cells die before the hyphae. Mycorhization is 
ensured by free hyphae production on root surface and by root system extension. 

MOTS CLES : Tuber melanosporum, vitroplants, Quercus robur, Quercus pubescens, 
tanins, bactéries, mycorhizes. 
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INTRODUCTION 

Les travaux sur les associations ectomycorhiziennes, chez les 
Angiospermes, ont fait l'objet d'études cytologiques approfondies, réalisées 
en microscopie électronique à transmission (Chilvers, 1968; Strullu, 1974; 
Strullu & Gerault, 1977; Debaud et al., 1981; Dexheimer et al., 1985; 
Edwards & Gessner, 1984; Malajezuk et al., 1984; Leduc et al., 1986; Lei, 
1988; Pargney & Leduc, 1990) et en microscopie électronique a balayage 
(Seviour et al., 1978; Malajczuk et al. , 1984; Massicotte et al., 1986). Les 
premiers résultats publiés sur l'ultrastructure des mycorhizes ont été obtenus 
sur du matériel récolté dans la nature ou en p£piniere. Une meilleure 
connaissance des techniques a permis de réaliser des  synthéses 
mycorhiziennes en conditions contrólées et de travailler sur des couples 
symbiotiques bien déterminés (Debaud et al, 1981; Fusconi, 1982; 
Duddridge & Read, 1984 a,b,c; Dexheimer et al., 1985; Duddridge, 1986 a, 
b; Kottke & Oberwinkler, 1986; Leduc et al., 1986; Massicotte et al., 1986; 
Lei, 1988; Boutekrabt et al., 1990). 

Diverses espèces du genre Tuber sont utilisées expérimentalement pour 
la formation d'associations ectomycorhiziennes: T. aestivus, T. albidum. T. 
brumale, T. melanosporum, T. mesentericum, T. rufum, T. uncinatum 

(Scannerini, 1968b; Fontana & Palenzona, 1969; Fontana & Fasolo- 
Bonfante, 1971; Palenzona et al., 1972; Chevalier, 1973; Chevalier & Desmas, 
1977; Delmas & Poitou, 1978; 5<D75 57 4!., 1982; Fusconi, 1982; Giovanetti 
& Fontana, 1982, Boutekrabt et al., 1990). Les partenaires végétaux, qui 
s'associent avec le genre Tuber, appartiennent à des genres très différents: 
Fagus, Corylus, Carpinus, Populus, Betula, Quercus, Tilia, Picea, Cistus etc... 
Plusieurs auteurs ont montré que le genre Quercus, en particulier Quercus 
pubescens et Q. robur ainsi que Corylus avellana présentent de bonnes aptitu- 
des á former des mycorhizes avec les espéces du genre Tuber (Malengon, 
1938; Fontana & Centrella, 1967; Palenzona, 1969; Chevalier, 1972; Cheva- 
lier et al., 1973; Delmas & Poitou, 1978; Dupré et al., 1982; Olivier & 
Mamoun, 1988). Pour son intérét économique, la symbiose avec Tuber 
melanosporum a fait l'objet de recherches plus approfondies et les techniques 
de mycorhization sont actuellement parfaitement maitrisees (Chevalier & 
Grente, 1978; Dupré et al., 1982; Olivier & Mamoun, 1988; Boutekrabt et 
al., 1990). 

Cependant, les renseignements sur la cytologie et l'ultrastructure du 
mycélium manquent. Seuls les aspects physiologiques (Matruchot, 1903 a,b; 
Malencon, 1938; Ceruti, 1968; Fontana, 1968; Fontana & Fasolo-Bonfante, 
1971; Grente et aL, 1972; Vrot, 1977; Kulifaj, 1984) et la structure fine des 
carpophores et les ascospores matures (Parguey-Leduc et al., 1985 et 1987) 
sont bien connus. Il nous est paru intéressant d'entreprendre l'étude en 
microscopie électronique à balayage et à transmission du mycélium isolé et 
en association avec des vitroplants de chênes obtenue en conditions 
contrôlées. 

Source - MNHN. Paris 
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MATERIEL ET METHODES 

TECHNIQUES D'OBTE? TION DES MYCORHIZES 

Le mycélium de la souche Mel 24, de Tuber melanosporum Vitt., isolé à 
partir de gléba, est cultivé en milieu liquide, sur milieu de référence utilisé à 
VINRA de Clermont-Ferrand. 

Deux espéces de chénes: Quercus robur et Q. pubescens, sont cultivés in 
vitro, par micropropagation de boutures issues de semis de glands sur milieu 
de culture de Favre & Juncker (1986) dérivant du milieu de Murashige & 
Skoog (1962). Les vitroplants sont cultivés sur milieu de multiplication pen- 
dant 6 semaines puis, aprés induction de la rhizogenése, sont transférés sur 
milieu solide (tourbe et vermiculite: 1/3 T, 2/3 V), imbibe de solution de 

synthèse, où ils subissent une phase d'acclimatation en mini-serre avant 
d'étre inoculés selon la technique de Chevalier & Grente (1978) et de 
Boutekrabt et al. (1990). En fonction de la technique adoptée, plusieurs 

inoculums sont utilisés (spores provenant de broyat de carpophores, racines 
excisées inséminatrices ou mycélium cultivé sur milieu gélosé et plaqué 
contre les racines). L'apparition de la mycorhization différe, suivant le 
systéme et l'inoculum utilisé, de à 60 jours. Les mycorhizes obtenues sont 
de couleur claire, en forme de petites massues et correspondent à celles obte- 
nues dans la nature ou en conditions contrólées. Les mycorhizes sont 
prélevées en fonction de leur morphologie: les jeunes mycorhizes sont de 
couleur claire et en forme de petites boules ou légerement allongées, matures 
elles sont brun-clair et de forme plus allongée. 

TECHNIQUES CYTOLOGIQUES 

= Microscopie électronique à balayage: 
Les objets sont fixés par le glutaraldéhyde à 2,5 % dans du tampon 

cacodylate 0,1 M à pH 7,2 pendant 1 h. Ils sont ensuite rincés par le tam- 
pon cacodylate 0,2 M a pH 7,2 puis déshydratés dans des bains d'acétone de 
concentrations croissantes et immergés dans l'hexaméthyldizilazan (réf: 
804324 Merck) pendant 10 mn. 

Pour l'étude du mycélium, l'utilisation de la technique du point criti- 

que est indispensable, compte tenu de sa fragilité. Dans un premier temps, 

l'acétone est substitué par du CO2 liquide puis est éliminé par la chaleur 
pour ne conserver que l'échantillon sec. Enfin les objets sont métallisés à 

l'or et observés à l'Autoscan réglé à 20 Kv. 

= Microscopie électronique à transmission: 
Le mycélium et les sections de mycorhizes de 0,5 mm proches de l'apex 

sont fixés par le glutaraldéhyde à 2,5 % dans le tampon cacodylate à pH 7,2 
pendant 5 à 7 h. Après lavage par le tampon, les objets sont postfixés 1 h 
par le tétroxyde d'osmium á 2 % dans le tampon cacodylate à température 
de la glace fondante. Ils sont ensuite lavés, déshydratés par l'acétone et in- 

clus dans la résine. 

Source - MNHN. Paris 
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Pour un contròle de la mycorhization, des coupes semi-fines (20 a 

30um) sont effectuées. Elles sont recueillies sur lame de verre, colorées à 

chaud par le bleu de toluidine à pH alcalin puis observées au microscope 

photonique. 

Les coupes ultra-minces (6 à IOum), sont contrastées par Vacétate 

d'uranyle et le citrate de plomb (Reynolds, 1963) ou par le test PATAg de 

mise en évidence des polysaccharides (Thiery, 1967) 

RESULTATS 

LE MYCELIUM 

Les hyphes issues de la germination des spores sont sinueuses et de 

couleur jaune clair. Leur diamétre varie de 2 à 3um. Les ramifications sont 

simples, peu fréquentes et naissent 4 angle droit. L/utilisation de la 

microscopie électronique á balayage permet d'observer une septation assez 

réguliére et la présence de renflements de 4 a 6um de diamétre alors que le 

point d'étranglement est d'environ l,3um (Fig.l) L'extrémité de l'hyphe se 
termine parfois par un renflement (Fig. 2). La paroi, de 0,5um d'épaisseur, 
montre une surface rugueuse sur laquelle se trouvent des bactéries en forme 

de batonnets (Fig. 2). La détermination des souches de bactéries a montré 

qu'elles appartiennent à l'espèce Bacillus polymixa. ll convient de signaler 
que le mycélium de Tuber melanosporum est toujours associé à des bactéries. 
La présence de bactéries semble favorable à la croissance du mycélium, 

comme le montre le développement limité en culture pure. En effet, en 
présence de chloramphénicol (19), dont l'action est anti-bactérienne, le 
développement du mycélium est trés réduit: le diamétre représentant la 

croissance du mycélium en culture mixte pendant 30 jours est le double de 

celui de la culture pure. 

La paroi apparait, en microscopie électronique à transmission, 

pluristratifiée, quel que soit le contrastant utilisé: acétate d'uranyle - citrate 

de plomb (Fig. 3) et test PATAg (Fig. 4 et 5). Entre les articles, les cloisons 
perforées sont bordées de part et d'autre de corps de Woronin (Fig. 4). La 
surface est irréguliere et la couche externe, d'aspect mucilagineux, est 

impliquée dans les liaisons interhyphales (Fig. 5). Entre les articles, les cloi- 

sons sont perforées (Fig. 4). Les bactéries sont présentes aux abords 

immédiats du mycélium (Fig. 6). Dans les hyphes, les septa sont réguliers et 

les perforations sont bordées de grains de Woronin en nombre régulier (Fig. 

4). Le cytoplasme vacuolisé renferme de nombreux organites (mitochondries, 

réticulum endoplasmique) et des grains de glycogène (Fig. 3, 4, 5) et des 

noyaux (Fig. 3). 

LES MYCORHIZES 

L'observation á la loupe binoculaire montre que les mycorhizes sont de 

petites massues plus ou moins trapues. Jeunes, elles sont de couleur claire 

mais en vieillissant, elles virent au brun clair puis au brun foncé. Elles sont 

ornementées de spinules perpendiculaires à la surface (Fig. 7), bien visibles 

Source - MNHN. Paris 
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lorsqu'elles sont observées immergées dans l'eau. De méme couleur que celle 
des hyphes, elles ont l'aspect de poils rigides avec une partie basale élargie 
qui s'insére à la surface de la mycorhize. La mycorhize est d'abord trapue 
puis elle s'allonge; de nouvelles mycorhizes apparaissent alors au niveau de 
la partie basale puis médiane. L'allongement dure plus longtemps que l'ap- 
parition de nouvelles mycorhizes (4 à 6 semaines pour l'allongement et 2 se- 
maines seulement pour les autres). La mycorhize principale atteint 3 à 4 mm 
de longueur et les ramifications dépassent rarement 2mm. 

En microscopie électronique à balayage, les jeunes mycorhizes sont re- 
couvertes d'un manteau constitué d'hyphes agglomérées en plaques (Fig. 8) 
entre lesquelles proliférent des bactéries. Elles présentent également des 
hyphes libres (Fig. 8), parfois regroupées en amas (Fig. 9) qui longent la sur- 
face de la mycorhize et celle de la racine longue sous jacente (Fig. 8). En 
coupe, le manteau montre plusieurs couches d'hyphes (3 à 5) mais le réseau 
de Hartig n'est pas formé (Fig.10). Dans les mycorhizes plus ágées, la surfa- 
ce externe présente le méme aspect mais les hyphes libres sont moins nom- 
breuses (Fig. 11). En coupe, les hyphes du manteau sont de sections variées. 
Cette structure apparait constante tout le long de la mycorhize. Le réseau de 
Hartig est present (Fig. 12). Parfois, à l'apex des mycorhizes ágées, on ob- 
serve un redémarrage de la croissance par écartement du manteau et allon- 
gement de la racine. Celle-ci est aussitôt recouverte d'hyphes (Fig. 11). 

L'utilisation du microscope électronique à transmission permet de dis- 
tinguer les phases successives de la formation de la mycorhize. Celle-ci 
débute par l'installation progressive des hyphes autour des racines courtes et 
aboutissent à l'établissement de la mycorhize mature. 

1 - Installation des hyphes 

Les trés jeunes racines courtes sont recouvertes progressivement 
d'hyphes qui se regroupent et s'accolent entre elles et à la surface racinaire 
par des fibrilles réactives au test PATAg (Fig. 13). Le mycélium ne forme 
pas encore un véritable manteau. Des bactéries et des dépóts denses aux 
électrons sont présents dans les espaces interhyphaux (Fig. 14). Le 
cytoplasme fongique est vacuolisé et il renferme un ou parfois plusieurs 
noyaux et quelques organites (mitochondries, réticulum endoplasmique) et 
surtout des ribosomes. Les cellules racinaires périphériques montrent une 
vacuole trés développée dans laquelle s'accumulent, le long du tonoplaste, 
des dépóts denses correspondant à des tanins (Fig. 15); leur cytoplasme oc- 
cupe une position pariétale et il présente de nombreux organites: les travées 
de réticulum endoplasmique et les ribosomes sont particuliérement abon- 
dants. 

Dans les jeunes mycorhizes, seul le manteau est présent. Il est constitué 
de trois ou quatre couches d'hyphes (Fig. 16). Elles sont reliées entre elles 
Par un ciment interhyphal dense aux électrons et qui, lorsque les hyphes 
sont légèrement séparées, apparaît plus lâche et d'aspect fibrillaire. Le man- 
teau est limité intérieurement par des dépôts tanifères allongés qui bordent 
les cellules racinaires (Fig. 16). Cependant, des hyphes peuvent être parfois 
directement en relation avec la surface de la racine (Fig. 15). 

Source : MNHN. Paris 
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Au stade suivant, les hyphes internes du manteau s'insinuent entre les 

dépôts tanifères (Fig. 17), pour former sous les tanins des files de cellules 

fongiques qui longent les cellules corticales (Fig. 18). Elles différent des 
hyphes externes par leur section moins allongée et par un cytoplasme plus 

dense et riche en organites: elles sont peu vacuolisées et renferment notam- 

ment beaucoup de ribosomes (Fig. 18). Les cellules corticales sont par 

contre très vacuolisées et leur cytoplasme est plus contrasté que 

précédemment (Fig. 17). 

Les mycorhizes montrent ensuite un début de formation du réseau de 

Hartig (Fig. 19). Les parois des cellules corticales voisines sont écartées par 

la pénétration des hyphes. La lamelle moyenne est alors altérée et ne subsis- 
te plus que sous forme de fibrilles laches reliant les deux parois séparées 
(Fig. 20). La paroi fongique émet dans l'espace ainsi créé des excroissances 

contrastées par le test TAg (Fig. 19 et 20). La juxtaposition des deux par- 

tenaires conduit à la formation d'une interface au niveau de laquelle les pa- 
rois fongique et racinaire sont parfaitement distinctes l'une de l'autre; la pa- 

roi des hyphes, notamment la zone externe, est plus marquée par le test 

PATAg que celle de la cellule corticale 

2- Ultrastructure de la mycorhize mature 
Dans la mycorhize mature, le réseau de Hartig s'étend plus 

profondément sans atteindre le cylindre central. Il n'est toutefois pas présent 

dans la zone apicale oü seul le manteau existe (Fig. 21). Les cellules 
racinaires adjacentes au manteau sont mortes et allongées par déformation; 

elles ne renferment que des tanins. Les cellules sous jacentes montrent par 

contre un cytoplasme pariétal trés contrasté et une grande vacuole dans la- 

quelle de nombreuses granulations denses sont présentes (Fig. 21). 

Au niveau de la zone sous apicale, le réseau de Hartig est bien 

développé (Fig. 22). Il est formé d'hyphes vivantes intimement accolées aux 

cellules corticales. Entre les deux symbiotes, il existe une fine couche dense 

aux électrons et qui devient plus importante aux angles des cellules 

fongiques; elle constitue un ciment liant les deux partenaires. Le cytoplasme 

des hyphes est peu vacuolisé; les cellules corticales adjacentes sont 

dégénérescentes (Fig. 22, 23). Dans la région basale, les cellules corticales et 
fongiques sont totalement dégénérées (Fig. 24). 

DISCUSSION - CONCLUSION 

Tuber melanosporum Vitt. montre les caractéristiques ultrastructurales 

des Ascomycètes: parois perforées, corps de Woronin, cloisons incomplètes 

(Scannerini,1968 a; Debaud et al., 1981; Dexheimer et al., 1985; Kottke & 

Oberwinkler, 1986); toutefois, la formation de vésicules et de dilatations ne 

constitue pas un critère spécifique (Chevalier, 1973). Les caractères morpho- 

logiques du champignon isolé (structure, ornementation, couleur) sont 

déterminants pour la jeune mycorhize (Foster & Marks, 1966; Garbaye, 

1990). La paroi des hyphes, de nature polysaccharidique est limitée 

extérieurement par une zone mucilagineuse qui assure, lors de la 

Source - MNHN. Paris 
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mycorhization, la cohésion des différents articles qui constituent le manteau. 
Le rapprochement des hyphes autour de la racine et leur accolement à la 
surface racinaire sont liés á la production de fibrilles polysaccharidiques 
(Lei, 1988; Thomson et al., 1989; Ba, 1990). La couche externe de la paroi 
fongique contribue donc à la formation d'un ciment interhyphal qui permet 
l'édification du manteau; lors de la mise en place du réseau de Hartig dans 
la jeune mycorhize, elle se trouve directement en contact avec la paroi des 
cellules. corticales. Cette interface évolue puisque dans les mycorhizes 
matures, il apparait, au niveau de la zone de contact entre les deux partenai- 
res, un ciment. Celui-ci est marqué quel que soit le contrastant utilisé com- 
me chez les mycorhizes à Ascomycétes (Scannerini, 1968b; Strullu & 
Gourret, 1980; Dexheimer et al., 1985; Pargney & Leduc, 1990). L'emploi du 
test PATAg permet la mise en évidence de sa nature polysaccharidique. La 
couche externe de la paroi fongique semble contribuer à sa formation; toute- 
fois, les résidus de la lamelle moyenne visibles lors de l'installation du 
réseau de Hartig sous forme de fibrilles sont également impliqués. Ces diver- 
ses origines ont été mises en évidence par des techniques de cytochimie 
ultrastructurale (Pargney, 1990). 

De par leur organisation générale, les mycorhizes obtenues en condi- 
tions contrólées avec les vitroplants sont comparables à celles de la nature. 
Toutefois, des différences peuvent exister. L'une concerne l'évolution de 
l'interface au niveau du réseau de Hartig: si dans nos conditions de synthèse, 
le ciment qui sépare les deux partenaires s'installe rapidement, il est moins 
épais que dans les mycorhizes matures de Tuber melanosporum | Corylus 
avellana (Pargney & Leduc, 1990). La composition du milieu, la nature et 
l'âge des symbiotes seraient à l'origine de ces différences. La transformation 
de la morphologie des mycorhizes, (virement rapide de la couleur du clair 
au brun), est le reflet d'une évolution rapide de la mycorhize qui se traduit 
au niveau du réseau de Hartig par une dégénérescence précoce de cellules 
corticales puis des hyphes. De ce fait, l'évolution des interfaces et le 
développement du ciment sont en relation avec l'état physiologique des cel- 
lules adjacentes. Lorsque celles-ci dégénérent rapidement, le ciment est peu 
développé. Une autre différence par rapport aux mycorhizes de la nature 
concerne l'évolution du manteau: contrairement à ce qui est décrit dans cer- 
taines mycorhizes (Strullu & Gourret, 1973; Strullu & Gerault, 1977; 
Debaud et al, 1981) et notamment dans les mycorhizes formées avec les 
espèces du genre Tuber (Scannerini, 1968 b; Pargney & Leduc, 1990), nous 
n'observons pas la formation, dans le manteau des mycorhizes matures, de 
deux zones, l'une externe et morte, l'autre interne et vivante. Dans notre 
matériel, la mort des hyphes est simultanée dans toutes les cellules du man- 
teau et elle correspond à la dégénérescence de la mycorhize. 

Au cours de l'établissement de la mycorhize, les hyphes ne présentent 
pas toutes la méme ultrastructure: celles directement en contact avec les cel- 
lules corticales montrent un cytoplasme plus dense, moins vacuolisé et plus 
riche en ribosomes que les hyphes de la zone externe du manteau. L'ac- 
Croissement du nombre de ribosomes laisse supposer une augmentation de 
l'activité physiologique. On sait que les polysomes sont impliqués dans la 
Synthèse des polypeptides et que certains sont spécifiques de la 
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mycorhization (Hilbert & Martin, 1988). La morphologie du cytoplasme et 

notamment des ribosomes, traduisent une activité fongique intense qui se 

poursuit jusqu'à la mort des cellules corticales; celle-ci précede toujours celle 

des hyphes. Elle est l'aboutissement d9une dégénérescence qui se manifeste 

par une accentuation progressive du contraste cytoplasmique. Si la 

mycorhize ne dégénère pas à la suite d'asphyxie ou de déséquilibre 

nutritionnel, elle peut avoir deux évolutions possibles: soit elle reprend sa 
croissance par l'apparition de nouvelles mycorhizes sur la partie basale et 

médiane de la mycorhize, soit l'apex perce le manteau et continue son 

évolution. Dans le cas oü les conditions de milieu sont favorables à la crois- 

sance du champignon, la mycorhize se développe et continue d'accomplir la 

fonction définie dans le cadre de l'association ectomycorhizienne à savoir les 

échanges mutualistes. La propagation de la mycorhization parait assurée par 
la présence des hyphes libres liées au manteau. Dans nos conditions de 

synthése, elle s'effectue par l'installation du manteau puis par la formation 
du réseau, comme dans d'autres mycorhizes (Harley, 1969; Strullu & 

Gourret, 1980). Toutefois, dans certains cas, les hyphes du réseau peuvent 

assurer la formation du manteau et participer à l'extension de la 

mycorhization (Nylund, 1981; Fusconi, 1982); tout dépend de l'abondance 
du mycélium et de sa virulence. 

Au cours de la formation de la mycorhize, nous avons noté l'importan- 

ce des composés taniféres qui se développent dans les vacuoles des cellules 
de la plante-hóte et s'accumulent en de larges bandes autour de la racine; la 

progression des hyphes paraît ainsi freinée. La formation de tanins dans les 
cellules des jeunes mycorhizes traduit une réaction de la plante comparable 
aux réactions de défense décrites lors des attaques parasitaires (Biehn et al, 

1968; Heath & Heath, 1971; Ravisé & Tanguey, 1973; Littlefield & Bracker, 

1972; EI Khatib et al., 1974; Coffey, 1975 ; Steinkamp et al., 1979; Beakes et 

al., 1982). Divers auteurs ont remarqué la production de composés 
phénoliques dans les ectomycorhizes (Foster & Marks, 1966; Chilvers, 1968; 
Scannerini, 1968 b; Marks & Foster, 1973; Carrasco et al., 1977, 1978; Piche 

et al., 1983; Malajezuck et al., 1984; Duddridge & Read, 1984; Kottke & 

Oberwinkler, 1986); leur présence a été signalée soit dans les vacuoles des 

cellules corticales (Bonfante-Fasolo & Scannerini, 1977; Ling-Lee et al., 

1977; Debaud et al., 1981; Nylund & Unestam, 1982; Duddridge & Read, 

1984 c; Malajezuk et al., 1984), soit entre le manteau et la surface racinaire 

(Scannerini & Bonfante-Fasolo, 1982). Ils peuvent constituer, dans les 

mycorhizes matures, une véritable couche à tanins (Foster & Marks, 1966; 

Hofsten, 1969; Warmbrodt & Eschrich, 1985). Le genre Quercus est très riche 

en substances phénoliques. En culture in vitro, les substances phénoliques 

sont rapidement libérées dans le milieu de culture lors du rafraichissement 

de la base de la bouture. Ces substances sont toxiques car les boutures non 

transférées après la sécrétion des phénols ont un développement réduit voire 

nul si l'envahissement du milieu est total. 

L'association des bactéries avec le genre Tuber a déjà été signalée par 

plusieurs auteurs (Vrot, 1977; Kulifaj, 1984; Mamoun et al, 1986). Elles 

peuvent stimuler l'établissement de la mycorhization (Bowen & Theodorou, 

1979; Garbaye & Bowen, 1989; Meyer & Linderman, 1986). Chez les 

Source : MNHN. Paris 
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endomycorhizes, elles induiraient des modifications au niveau des structures 
pariétales de la racine qui faciliteraient la pénétration du champignon 
(Mosse, 1962). Mamoun et al. (1986) constatent un antagonisme entre 
Pseudomonas et mycélium de Tuber cultivé in vitro. Olivier & Mamoun 
(1988) et Mamoun & Olivier (1989) dans une étude sur la dynamique des 
populations fongiques de la rhizosphère des noisetiers truffiers (relation avec 
le statut hydrique du sol puis chélation du fer et répartition taxonomique 
chez les Pseudomonas fluorescents), décrivent un antagonisme direct et une 
compétition en relation avec le potentiel hydrique. Ils observent en outre 
une corrélation étroite entre les effectifs de Pseudomonas fluorescents et la 
teneur en eau au niveau du rhizoplan de noisetiers truffiers alors qu'elle 
n'existe pas dans le sol nu. 

Ainsi, Tuber melanosporum forme avec des vitroplants de Quercus robur 
et O. pubescens des ectomycorhizes typiques qui dans nos conditions de 
synthèse évoluent rapidement. La cohésion des hyphes constituant le man- 
teau est assurée par la zone externe de la paroi fongique. Celle-ci participe 
aussi à la formation du ciment qui sépare les deux partenaires dans le réseau 
de Hartig; d'autres constituants, tels des résidus de la lamelle moyenne 
séparant les cellules corticales, sont également impliqués. Au début de la 
mycorhization, les tanins produits par la racine servent probablement de 
réaction de défense des racines courtes avant la symbiose et correspondent à 
une couche d'isolement comme étant l'expression de la cellule-hôte à la 
pénétration du champignon. Les bactéries interviendraient dans la 
mycorhization par la stimulation du mycélium. La symbiose qui s'établit en- 
tre les deux partenaires est momentanée et se fait tant que les cellules sont 
vivantes. De par son cytoplasme dense et riche en ribosomes, le champignon 
semble particuliérement actif. La dégénérescence de celles-ci est rapide et en- 
traîne la mort des éléments fongiques adjacents. Les échanges entre les deux 
symbiontes sont donc limités dans le temps et dans l'espace. Cependant, la 
propagation de la mycorhization semble assurée par des hyphes externes li- 
bres et la production de nouvelles racines courtes. 
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LÉGENDE DES PLANCHES 

Fig. 1: Vue d'ensemble d'hyphes en microscopie électronique à balayage. Noter 
la présence de renflements (*). Echelle: lum. Fig. 1: Hyphal over view in scaning 
electron microscopy. Notice the presence of swellings (*). Scale: lum. 

Fig. 2: Détail d'une hyphe présentant un apex renflé. Echelle: lum. Fig. 2: 
Detail of an hypha showing a swollen apex . Scale: lum. 

Fig. 3: Coupe transversale d'une hyphe en microscopie électronique à transmis- 
sion: la paroi est formée de plusieurs sirates. Acétate d'uranyle - citrate de plomb. 
Echelle: lum. Fig. 3: Cross sectional area of an hypha in transmission electron mi- 
croscope: the wall is composed of several layers. Uranyl acetate-lead citrate staining. 
Scale: lum. 

Source : MNHN. Paris 
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Fig. 4: Coupe d'hyphe montrant une cloison perforée entourée de part et d'au- 
tre de corps de Woronin (W). Test PATAg. Echelle: lum. Fig. 4: Cross section area 
showing a perforated wall surrounded with a Woronin body (W). PATAg test. 
Scale: lum. 

Fig. 5: L'association entre deux hyphes se fait par accolement des parois exter- 
nes sous forme de mucilage. Test PATAg. Echelle: 0,7um. Fig. 5: Two hyphae are 
combined by mucusing of the external walls. PATAg test. Scale: 0.7um. 

6: Des bactéries en forme de batonnets sont trés abondantes aux abords 
immediats des hyphes. Acétate d'uranyle-citrate de plomb. Echelle: lum. Fig. 6: 
Bacillus bacteria are very abondant in the immediate surroundings of the hyphae. 
Uranyl acetate-lead citrate staining. Scale: lum. 

Fig. 7: Vue macroscopique de mycorhizes obtenues en conditions contrólées. La 
présence de spinules (Flèche) perpendiculaires à la surface de la racine constitue le 
caractère spécifique des mycorhizes de Tuber melanosporum. Fig. 7: Macroscopic 
view of mycorrhizae produced in controlled environnement. The presence of spinulae 
(arrow) normal to the root surface is specific to the Tuber melanosporum. 

Fig. 8: Vue d'ensemble d'une jeune mycorhize en microscopie électronique à 
balayage. Les hyphes du manteau sont agglomérées entre elles en plaques. Des 
hyphes libres sont présentes sur la surface du manteau et longent la racine longue 
adjacente. Echelle: lum. Fig. 8: Overview of a young mycorrhiza through a 
scanning electron microscope. The hyphae of the mantle are gathered in the form of 
tablets. The free hyphae are present on the surface of the mantle and along the adja- 
cent long root. Scale: lum. 

Fig. 9: Les hyphes libres se présentent parfois en amas sur la surface du man- 
teau, Echelle: 0,5um. Fig. 9: The free hyphae are sometimes clustered on the mantle 
surface. Scale: 0.Sum, 

Fig. 10: Coupe transversale d9une jeune mycorhize en microscopie électronique 
à balayage. Le manteau (M) est peu épais et le réseau de Hartig n'est pas présent. 
Echelle: 0,5um. Fig. 10: Cross sectional area of a young mycorrhiza through 
scanning electron microscope. The mantle (M) is thin; the Hartig net is not present. 
Scale: 0.5um. 

Fig. 11: Détail d'une mycorhize ágée présentant un redémarrage de l'apex (*) 
par écartement du manteau. Des hyphes libres (fléche) sont peu abondantes sur la 
surface du manteau. Echelle: 0,25um. Fig. 11: Detail of an aged mycorrhiza 
showing a resumption of the apex (*) through the mantle. The free hyphae are not 
Very abondant >? the surface of the mantle (arrow). Scale: 0.25um. 

Fig. 12: Coupe transversale d9une mycorhize mature. Les hyphes du manteau 
(M) sont de sections variées Le réseau de Hartig (RH) est présent. Echelle: lum. 
d Cross section of an adult mycorrhiza. The mantle hyphae have various sec- 
tions (M). The Hartig net is found (HR). Scale: lum. 

Fig. 1 Lors du début de la synthése, les hyphes s'accolent entre elles et 4 la 
surface de la racine par l'émission de fibrilles. Les bactéries (b) sont déjà présentes. 
Acétate d'uranyle-citrate de plomb. Echelle: lum. Fig. 13: At the beginning of a 
synthesis, the hyphae stick together and on the surface of the root by emission of. 
fibrils . A bacteria (b) are already present. Uranyl acetate-lead citrate staining. 

Fig. 14: Vue d'ensemble d'un jeune manteau oi les hyphes sont de différentes 
sections et renferment de nombreux organites. Les bactéries (b) sont présentes dés le 
début d'infection. Acétate d9uranyle-citrate de plomb. Echelle: lum. Fig. 14: 
Overview of a young mantle where the hyphae have various cross sections and 
contain numerous organels. Uranyl acetate-lead citrate staining. Scale: lum. 
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Fig. 15: Lors du début de la mycorhization, le contact entre les hyphes et les 
cellules corticales (Cc) est intime. Les hyphes émettent des fibrilles à l'approche des 
cellules corticales (Ce) qui présentent de nombreuses travées de réticulum 
endoplasmique et des tanins dans les vacuoles. Acétate d'uranyle-citrate de plomb. 
Echelle: lum. Fig. 15: At the beginning of a mycorrhization, the contact between the 
hyphae and the cortical cells (Ce) is close. The hyphae emit fibrils when approaching 
the cortical cells (Cc) which present a large number of endoplasmic reticulum and 
tannins in the vacuoles. Uranyl acetate-lead citrate staining. Scale: lum. 

Fig. 16: L'évolution de la mycorhization est souvent freinée par des bandes à 
tanins (T). Le contact entre les hyphes du manteau et les cellules corticales (Cc) est 

alors indirect. Les hyphes présentent un cytoplasme vacuolisé avec de nombreux 
organites. Acétate d9uranyle-citrate de plomb. Echelle: lum. Fig. 16: 

Mycorrhization is often slowed down by tannic bands (T). The contact between the 
mantle hyphae and the cortical cells is then indirect, The hyphae are composed of a 
yacuolized cytoplasm and a large number of organels. Uranyl acetate-lead citrate 
staining. Scale: lum. 

Fig. 17: Lors du développement de la mycorhization, l'hyphe s'insinue entre les 
bandes à tanins (T) et progresse vers les cellules corticales (Cc) pour la formation du 
réseau de Hartig. Acétate d'uranyle-citrate de plomb. Echelle: lum. Fig. 17: During 
a mycorrhization, a hypha worn its aways between the tannic bands (T) and move to 
words the cortical cells (Cc) to constitute the Hartig net. Uranyl acetate-lead citrate 
staining. Scale: lum. 

Fig. 18: L'insinuation de l'hyphe sous les bandes à tanins (T) entraine la for- 

mation d'un manteau interne (Mi) dont les hyphes sont en file et de section peu 

allongée. Elles sont moins vacuolisées et ont un cytoplasme plus dense que celles du 
manteau externe (Me). Acétate d'uranyle-citrate de plomb. Echelle: lum. Fig. 18: 

The introduction of the hypha through the tannic bands (T) leads to the building of 
an inner mantle (Mi) whose hyphae are aligned and have short cross sections. They 
are less vacuolated and their cytoplasm is denser than that of outer mantle. Uranyl 
acetate-lead citrate staining. Scale: lum. 

Fig. 19: Durant la formation du réseau de Hartig, la lamelle moyenne est 
écartée. L'interface se caractérise par l'absence de ciment. La couche externe de la 
paroi fongique est réactive au test PATAg et émet des excroissances dans les espaces 
interhyphaux. Echelle: lum. Fig. 19: During the formation of the Hartig net, the 
middle lamella is moved away, the interface is characterized by the absence of 
matrix, The external layer of the fungal wall is reactive to the PATAg test and 
produces out growths in the interhyphal spaces. Uranyl acetate-lead citrate staining. 
Scale: lum. 

Fig. 20: L'installation du réseau de Hartig provoque la séparation des cellules 
corticales; dans l'espace ainsi créé, des résidus de la lamelle moyenne sont présents 
sous forme de fibrilles (flèche). Test PATAg. Echelle: lum. Fig. 20: The instal- 
lation of Hartig net produces the separation of the cortical cells; fibrils that are 
found in these intercellules spaces are the remnants of middle lamella (arrow). 
PATAg test. Scale: 14m. 

Fig. 21: Chez les mycorhizes matures, l'apex est recouvert d'un manteau formé 

de plusieurs couches mais le réseau n'est pas toujours installé. Les cellules corticales 

ne renferment que des tanins. Acétate d9uranyle-citrate de plomb. Echelle: 0,5um. 

Fig. 21: In the mature mycorrhizae, the apex is covered with a multi-layered mantle 
but the Hartig net is not always developed and the cortical cells contain only 

tannins. Uranyi acetate-lcad citrate staining. Scale: 0.Sum. 

. Fig. 22: Au niveau de la zone sous apicale, le réseau de Hartig est bien 
développé. L'interface se caractérise par un ciment de plus en plus abondant. 
Acétate d'uranyle-citrate de plomb. Echelle: Ium. Fig. 22: In the subapical zone, 
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the Hartig net is well developed. Matrix is more and more abondant in the interface. 
Uranyl acetate-lead citrate staining. Scale: lum. 

Fig. 23: Au stade plus avancé de la mycorhization, les hyphes du réseau de 
Hartig sont peu vacuolisées alors que les cellules corticales (Cc) présentent un cyto- 
plasme dégénérescent. Test PATAg. Echelle: lum. Fig. 23: In a more advanced sta- 
ge of mycorrhization, the hyphae of Hartig net are not very vacuolized while the 
corticals cells (Cc) show a degenerated cytoplasm. PATAg test. Scale: Ium. 

Fig. 24: Les cellules corticales et fongiques présentent un cytoplasme 
dégénérescent dans la zone basale de la mycorhize mature. Test PATAg. Echelle: 
lum. Fig. 24: The cortical cells as well as the fungal cells present a degenerated 
cytoplasm in the basal zone of the mature mycorrhiza. PATAg test. Scale: �<F. 
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